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論文内容の要旨 
＜緒言＞ 
進行再発大腸癌に対する化学療法において、現在イリノテカンは中心的薬剤のひとつで
ある。しかしながら、その感受性予測マーカーについて複数の大規模臨床試験による検証
が行われているが、確固たる結論は示されていない。 
 そこで、我々は、一般的に抗癌剤は細胞増殖が亢進している細胞に効果を示すこと、な
かでもイリノテカンは S 期の細胞に対し作用し、DNA 複製を阻害することを踏まえ、まず
in vitro の実験系においてイリノテカン感受性と細胞数倍加時間、および G1 期から S 期
への細胞周期進行に重要な RB タンパク質との関係に着目した。次に進行大腸癌患者の手
術摘出標本サンプルに対し、免疫組織化学染色を用いたリン酸化 RB タンパク質の発現と
イリノテカンを含んだレジメンの治療効果の関係について検討した。 
＜結果＞ 
まず大腸癌細胞株 8 種類に対し、イリノテカンの代謝活性体である SN38 の IC50 値を計
測し、感受性群と抵抗性群とに分類した。次に各細胞株に対してイリノテカンの標的タン
パク質であるトポイソメラーゼ-I の発現量を確認したが、感受性群、抵抗性群に関連は
認めなかった(図 1A)。続いて前述の 8 種の細胞株につき各々の倍加時間を測定し、SN38
の IC50 値との関係について検討したところ、倍加時間と SN38 の IC50 値は正の相関性を
示した(表 1、図 1B)。さらに、SN38 感受性とリン酸化 RB タンパク質の発現について検討
した結果、Caco-2 細胞を除いて、感受性細胞では RB タンパク質が高リン酸化状態である
のに対し、抵抗性群では脱リン酸化状態であった(図 2A)。なお Caco-2 細胞が SN38 抵抗
性であるにもかかわらず、RB タンパク質(serine 807/811)が高リン酸化状態を示したこ
とについては、Caco-2 細胞のみにおいて SN38 の細胞外輸送タンパク質である BCRP が発
現していること(図 2B)によるものと考えられた。 
 次に、進行大腸癌に対し京都府立医科大学消化器外科で手術を施行し、その後イリノテ
カンを含む治療を行った 23名を対象とし、治療応答群および非応答群とに分類し(表 2,3)、
その手術摘出標本について免疫組織化学染色によりリン酸化 RB タンパク質の発現量を評
価した結果(図 3A)、イリノテカン治療応答群の大腸癌組織においてはリン酸化 RB タンパ
ク質(serine 780)が有意に高い陽性率を示した(カットオフ値 25%,P 値＝0.0006、表 4)。
また細胞増殖マーカーとして汎用されている Ki-67(MIB-1)の標識指数についても検討し
たが(図 3B)、治療応答群と非応答群の間に有意差は認めなかった(図 3C)。 
 さらに RB タンパク質のリン酸化が、大腸癌におけるイリノテカンの感受性に寄与して
いるかを確認するために siRNA を用いた検討を行った。SN38 感受性株である SW620 細胞
と SW480 細胞に対し、RB タンパク質に対するリン酸化酵素である CDK2、CDK4、CDK6 を 
siRNA を用いて発現抑制したところ(図 4A)、CDK4 と CDK6 が同時に発現抑制された際に 
RB タンパク質は最も著しく脱リン酸化した(図 4B)。また SN38 の 72 時間処理により誘導
された G2/M 期停止は(図 4C)、siCDK4/6 処理により抑制された(図 4D)。最後に CDK4/6 活
性が SN38 感受性に与える影響について検討したところ、SW620 細胞では siCDK4/6 処理に
よって、SN38 への耐性化を示し(図 5A)、SN38 の IC50 値は対照の IC50 値 1.4 nM に対し、
 58.4 nM へと増加した(図 5B)。 
＜考察＞ 
イリノテカンの標的酵素であるトポイソメラーゼ I の発現量は、大腸癌細胞の SN38 感
受性と相関しないことを明らかにした。一方、大腸癌細胞における RB タンパク質のリン
酸化状態と、SN38 感受性との間には、正の相関が見られることを示した。 
患者検体を用いた後ろ向き検討においては、現在汎用されている細胞増殖マーカーであ
る Ki-67 の陽性率では、治療応答群および非応答群との間で有意差は認めなかった。一方、
RBタンパク質の serine 780部位のリン酸化陽性率は治療応答群において有意に高いこと
を見出した。このことは、Ki-67 の発現は M 期で最高値に到達し、M 期マーカーと考えら
れているのに対し、リン酸化 RB タンパク質は S 期マーカーであると考えられ、イリノテ
カンが S 期において細胞傷害性を有することと考え合わせると、Ki-67 よりもむしろリン
酸化 RB タンパク質の方が、イリノテカン感受性マーカーとして、より理に適っているも
のと考察された。 
RB タンパク質は CDK によってリン酸化され G1 期から S 期への進行をもたらすが、癌腫
によって細胞増殖に影響を及ぼす CDK が異なることが報告されている。今回、RB タンパ
ク質に対するリン酸化酵素である CDK2、CDK4、CDK6 を発現抑制した結果、大腸癌細胞株
においては CDK2 ではなく、CDK4 と CDK6 の双方が発現抑制された場合に RB タンパク質が
最も脱リン酸化し、細胞は SN38 に対して抵抗性を示した。このことから CDK4 と 
CDK6 の双方が大腸癌の G1 期から S 期への進行に重要であるとともに、大腸癌に対するイ
リノテカン感受性に強く影響するものと推察された。 
今回、リン酸化 RB タンパク質の発現量が、大腸癌におけるイリノテカン感受性予測マ
ーカーとなり得ることを発見した。進行再発大腸癌に対する化学療法は多様化・複雑化し
ており、化学療法剤の効果が期待される患者群の適切な層別化が必須である。今回、我々
が見出したリン酸化 RB タンパク質を指標にした、イリノテカン治療応答群の層別化が大
腸癌の予後改善に寄与できるかについて、現在大規模臨床試験を計画中である。 
